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朱砂 叶 螨 HSP90 基因 克隆 及 原核 表达 
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摘要 :采用 RT-PCR 及 RACE 技术 克隆 朱砂 叶 螨 Tetranychus cinnabarinus 的 热 激 蛋白 90 ( HSP90) 基因 ,并 进行 序列 分 
Vr, 得 到 一 条 长 2 595 bp 的 cDNA 序列 , 该 序列 开放 阅读 框 (open reading frame, ORF) 为 2 169 bp, 编码 722 个 氨基 
酸 , 分 子 量 约 为 83.45 kDa, 理论 等 电 点 为 4.81, 3' 非 编码 区 (untranslated region, UTR) Jy 249 bp, 5'UTR 为 177 bp, 
通过 Antheprot 分 析 发 现 5 个 HSP90 家 族 的 签名 序列 及 胞 质 HSP90 特征 序列 MEEVD。 同 源 性 分 析 表 明 ,朱砂 时 旺 
HSP90 编码 区 核 苷 酸 序列 和 其 他 已 知 的 HSP90, 尤其 是 节肢 动物 昆虫 的 HSP90, 具有 很 高 的 相似 性 。 将 鉴定 正确 的 
原核 重组 表达 质粒 pET43a-TcHSP90 , 转化 大 肠 杆 菌 Escherichia coli BL21(origami) 进行 原核 表达 , 应 用 SDS-PAGE 和 
Western blotting 技术 分 离 并 检测 融合 蛋白 , 结果 表明 构建 的 原核 表达 质粒 可 以 在 宿主 菌 中 稳定 、 正 确 表 达 。 朱 砂 叶 
i; TcHSP90 基因 的 克隆 、 原 核 表 达 , 为 进一步 研究 HSP90 的 性 质 和 功能 的 研究 提供 有 用 的 实验 材料 。 
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Molecular cloning and prokaryotic expression of heat shock protein 90 


( Hsp90) gene in Tetranychus cinnabarinus ( Acari: Tetranychidae) 

FENG Hong-Zu'"^, LIU Yin-Hong" * , HE Lin' , LI Ming, LU Wen-Cai , XUE Chuan-Hua' (1. Chong- 
qing Key Laboratory of Entomology & Insect Control Engineering, College of Plant Protection, Southwest 
University, Chongqing 400716, China; 2. College of Plant Science and Technology, Tarim University , 
Alar, Xinjiang 843300, China) 

Abstract. HSP90 gene of Tetranychus cinnabarinus was cloned and sequenced by the combination of reverse 
transcription polymerase chain reaction ( RT-PCR ) and rapid amplification of cDNA ends ( RACE ) 
approaches. A cDNA fragment of 2 595 bp was obtained, including an open reading frame ( ORF) of 2 169 
bp which encodes a polypeptide of 722 amino acids with a predicted molecular weight of 83. 45 kDa and a 
theoretical isoelectric point of 4. 81, 3' untranslated region ( UTR) of 249 bp, and a 5'UTR of 177 bp. By 
using Antheprot analysis, five signature sequences of HSP90 family and C-terminal five amino acids of 
Hsp90 ( MEEVD) were detected. Blast analysis indicated that the nucleotide sequence of HSP90 gene 
coding region of Tetranychus cinnabarinus shared high similarity with other known HSP90s, especially with 
those from insects of arthropods. The confirmed prokaryotic recombinant expression plasmids pET43a- 
TcHSP90 was transformed into Escherichia coli BL21 and expressed in prokaryotic cells. The fusion proteins 
of recombinant TcHSP90 in E. coli BL21 (origami) were separated and identified by SDS-PAGE and 
Western blotting, and the result showed that the constructed prokaryotic expression plasmid could stably and 
correctly express in the host bacteria. Cloning and prokaryotic expression of TCHSP90 from T. cinnabarinus 
would provide useful experimental material for the further study of the nature and function of HSP90. 
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prokaryotic expression 


生物 体 在 高 温 及 其 他 不 良 环境 因子 胁迫 下 , 可 诱导 合成 新 的 蛋白 质 ， 即 热 激 蛋 日 (heat shock 
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proteins, HSPs) ( Tissieres et al., 1974) 。 HSPs 是 一 
组 广泛 存在 于 生物 体内 高 度 保 守 的 蛋 日 质 家 族 
( Park et al., 2005) 。Morimoto 等 (1993 ) 按照 分 子 
量 大 小 将 HSPs 分 为 4 个 家 族 ， 即 HSP90 (83 ~95 
kDa) ZG. HSP70(66 ~78 kDa) 家 族 、HSP60 家 族 及 
smHSP( small heat shock protein) XJ, 其 中 HSP70 
和 HSP90 是 最 普遍 的 HSPs。HSP90 家 族 的 第 一 个 
成 员 是 在 采 蝇 中 发 现 的 ,其 分 子 量 为 83 kDa, 所 以 
又 称 为 HSP83 家 族 。HSP90 在 正常 或 胁迫 条 件 下 
的 各 种 类 型 细胞 胞 质 中 都 有 存在 , 作为 陪伴 重 日 与 
变性 蛋 昌 结合 , 维持 它们 的 折合 状态 ( Yonehara et 
al., 1996) , 还 能 与 重 日 激酶 和 类 固 醇 激素 受 体 等 
言 号 传导 和 蛋白 相互 作用 并 形成 复合 体 , 使 其 具有 生 
物 活性 。 即 使 是 在 无 胁迫 条 件 下 ，HSP90 也 是 真 核 
生物 必 不 可 少 的 (Borkovich et al., 1989) , 对 细胞 在 
生理 病理 及 应 激 条 件 下 的 生存 发 挥 了 重要 作用 。 

朱砂 叶 螨 Tetranychus cinnabarinus ( Boisduval ) 
是 世界 性 害 螨 ， 世 代 周 期 短 , 寄主 范围 广 , S y 
干燥 条 件 , 在 高 温 干 燥 的 年 份 或 季节 ,第 狙 狐 危 害 
成 灾 。 由 于 生产 上 长 期 大 面积 使 用 化 学 农药 防治 ， 
该 螨 已 对 多 种 农药 产生 了 抗 药性 。 何 林 等 (2005 ) 
研究 发 现 对 阿 维 菌 素 产生 抗 性 的 朱砂 叶 蜂 在 高 温 下 
具有 生殖 优势 和 更 好 的 适应 能 力 ; 经 高 温和 阿 维 丙 
ZR BIB UR, 朱砂 叶 星 耐 高 温 品 系 和 阿 维 菌 素 抗 性 品 
系 体内 有 一 些 特 异性 和 蛋白质 表达 , 推测 这 些 HSPs 
表达 的 变化 可 能 与 其 耐 热 性 及 抗 药 性 有 关 ( 刘 开 林 
等 , 2007; 冯 宏 祖 等 , 2008)。 目 前 , 有 关 朱 砂 叶 里 
热 休 克 和 蛋白 方面 的 研究 还 很 缺乏 。 为 此 ,本 实验 通 
过 RT-PCR 和 RACE 技术 扩 增 其 HSP90 基因 编码 
DX, 最 后 拼接 而 获得 全 长 核 车 酸 序列 ,并 在 大 肠 杆 
菌 内 对 该 基因 进行 了 诱导 表达 ,为 深入 人 研究 HSP90 
基因 在 朱砂 叶 旺 伴随 抗 药 性 产生 而 产生 的 高 温 适 合 
度 机 理 中 的 作用 打下 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 mii 

将 采 目 (2002 4E.) ÆR dE PX EH JR] ST. x2 di. E 
HA gb uS T Bs SES SE B ERSLU LE. 饲养 条 件 : 
温度 为 26 € 1C, 湿度 为 75% ~80% , 光照 为 14: 10 
(L: D) 。 连 续 饲 养 6 年 约 120 代 左 右 , 饲养 过 程 中 
不 接触 任何 药剂 , 该 种 群 视 为 敏感 种 群 ， 以 该 种 群 
为 供 试 虫 源 。 


1.2 RNA 的 提取 和 cDNA 的 合成 

RR w» np uS HE 5*5 2j 20 mg, Hj TRIzol 
(Invitrogen 7x FJ ) 提取 总 RNA, 并 用 RNase-Free 
DNase (Promega, USA) 处 理 以 去 除 DNA 的 污染 ， 
RNA 的 完整 性 用 1.2% 变性 琢 脂 糖 电 泳 检 查 。 取 
2 ug RNA 反 转 录 合 成 cDNA, 
1.3 ”朱砂 叶 螨 TcHSP90 基因 克隆 

通过 对 已 知 HSP90s 保守 序列 比 对 , 设计 1 对 
简 并 引物 S2: 5'-GTNTTYATHATGGAYAAYTG-3 和 
A2: 5'-ACRTAYTCRTCDATNGGYTC2', H 1% A Pr 
iHi TcHSP90 基因 片段 。PCR 反应 体系 25 uL, 
94% 变性 20 s, 54% 退火 30 s, 72% 延伸 1 min, 
PCR 产物 用 196 3 BE M8 FA UK 2] ES SEE , 对 目的 条 带 
用 胶 回 收 试剂 盒 (TaKaRa) 回收 , 连接 到 pMD18-T 
载体 (TaKaRa) 并 转化 大 肠 杆菌 感受 细胞 , 涂 于 合 
ATARAM LB 平板 上 , 通过 蓝 白 斑 筛 选 ,， 挑 取 
14 个 阳性 殉 隆 测序 (上 海 英 骏 生 物 技术 有 限 公司 ) ， 
并 进行 片段 核 音 酸 序列 进行 BLAST 比 对 。 

5 末端 扩 增 ， 以 获得 的 目的 片段 为 基础 , 设计 
寺 异 性 引物 : SGCSP1: 5'-GCAGCAACTTG TTCCTTA 
CATTCACC-3 和 SGSP2 : 5'-TGTTCCTAAGAGAGCT 
CCATTTCACC-3 ,用 反 转 绿 试剂 盒 ( Clontench 公司 
产品 ) 中 目 市 的 接头 引物 (UPM) 和 SCSP1 进行 第 一 
轮 PCR 238, 然后 用 NUP 和 5GSP2 进行 巢 式 扩 增 。 
3 末端 扩 增 用 特异 性 引物 3CSP: 5'-GAAGTAGCCG 
AGGATAAGGAAGC-3' 和 接头 引物 R3; 5'-CTGATC 
TAGAGGTACCGGATCC-3', 分 别 在 5' 和 3' 端 设计 1 
对 引物 F4: 5'-TGTTCATCTCACATTTCCACAC-3' 和 
R4: 5'-AACTACTTTCTATCCCATCCCTT-3' 对 全 长 基 
因 进 行 验证 。 
1.4 目的 基因 的 生物 信息 学 分 析 

序列 同 源 性 比 对 和 相似 性 搜索 用 BLAST 软件 
进行 (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/ BLAST/) , JF 
列 拼接 采用 NCBI 网 站 的 BLAST2 软件 ( http:// 
www. ncbi. nlm. nih. gov/blast/bl2seg/) , 多 序列 比 对 
采用 CLUSTAL W f& FF (http://www. ebi. ac. uk/ 
clustalw/) ; 和 蛋白 序列 分 析 采 用 ANTHEPROT 软件 
包 ; 采用 CLUSTALX 和 MEGA 3.0 软件 , 以 邻 位 相 
连 法 ( Neighbor-joining) 构建 进化 树 ; 重 白 空间 结构 
预测 采用 Swiss-model 软件 ,模型 查看 用 Swiss- 
PdbViewer 软件 。 
1.5 原核 表达 质粒 的 构建 与 鉴定 

含 基因 的 工 载 体 和 原核 表达 载体 pET-43. 1a 
C + ) 分 别 用 BamH 工 和 Xho I SETTOX ES) ;: 两 种 酶 
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切 产 物 经 切 胶 纯化 后 , 应 用 TA 连接 酶 重新 连接 以 
获得 有 基因 插入 片断 的 重组 质粒 , 将 此 重组 质粒 转 
化 至 DH5a 感受 态 窑 主 菌 中 , 涂 布 于 加 氨 下 青 和 舞厅 
平板 (Amp 50 pg/mL), 37 过夜 培 养 , DES ALS 
养 后 提取 质粒 ，BamH I 和 Xho I 酶 切 、 测 序 鉴定 其 
正确 性 , 并 命名 重组 质粒 为 pET43a-TeHSP90。 
1.6 ”融合 蛋白 的 诱导 表达 与 鉴定 

将 鉴定 正确 的 pET43a-TcHSP90 重组 质粒 转化 
E. coli BL21 (origami), R A F Ej Sg R Y ji ( Amp 
50 pg/mL) , 37C 过 夜 培养 , 次 日 1: 100 接种 于 LB 
液体 培养 基 , 37% 培养 至 0Dew 为 0.5 ~1.0, 加 入 
IPTG 至 终 浓 度 为 1 mmol/L, 诱导 培养 4 和 12 h 后 ， 
离心 收集 菌 体 , 进行 SDS-PAGE 检测 。 将 分 离 后 的 
蛋白 转 印 PVDF 膜 2 h, 3% BSA 封闭 液 4% 过夜， 
1 x PBS 洗 膜 , 加 入 抗 HSP90 小 鼠 单 克 隆 抗体 ( 眉 云 
天 公司 )(1:1 000), 371C 2 h, 洗 膜 , 加 入 辣 根 
过 氧化 物 酶 标记 的 HRP 标记 山竹 抗 小 鼠 IgG 
(1:2 000)( 中 杉 金 桥 公 司 ) , 371C 孵育 2 h, 充分 洗 
WR HI DAB( 中 杉 金 桥 公 司 ) 显 色 鉴定 表达 产物 。 
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M 2 


445 bp 





A B 


173 bp 





2 结果 与 分 析 


2.1 总 RNA 的 提取 和 RT-PCR 及 RACE 

用 Trizol 试剂 提取 总 RNA , 反 转 录 合 成 cDNA, 
以 简 并 引物 SZ 和 A2 扩 增 朱砂 时 旺 TeHSP90 基因 
中 间 片 段 , 产物 经 1% 琢 脂 糖 族 胶 电泳 ,结果 如 图 1 
(A)。 经 BLAST 比 对 分 析 该 核 苷 酸 序 列 与 其 他 物 
种 的 HSP90 序列 有 高 度 同 源 性 。 以 3GSP 和 R3 为 
3'RACE 引物 扩 增 朱砂 叶 螨 TeHSP90 基因 cDNA 3’ 
片段 , 结果 如 图 1(B)。 以 5GSP1、5GSP2 和 接头 引 
物 UPM、NUPP 为 5'RACE 引物 桌 式 扩 增 朱砂 叶 螨 
TcHSP90 基因 cDNA 5' 片 段 , 结果 如 图 1(C); 最 后 
以 F4 和 RA 扩 增 朱砂 叶 螨 TcHSP90 基因 cDNA 完 
整 阅读 框 , 结果 如 图 1(D)。 由 图 1 可知, DH 
段 大 小 分 别 约 为 445, 1 173, 1 225 和 2 447 bp, 与 
预期 扩 增 片段 大 小 相近 。 完 整 的 TcHSP90 cDNA 核 
和 音 酸 序列 为 2 595 bp。 将 获得 的 朱砂 叶 旺 TeHSP90 
全 长 基因 用 NCBI 网 站 的 BankIt 进行 序列 注册 , ix 


册 号 为 EU851046。 
M 


D 


图 1 朱砂 叶 旺 TeHSP90 基因 PCR 产物 琼脂 糖 凝 胶 电泳 


Fig. 1 


Agarose gel electrophoresis of PCR. products of TcHSP90 gene in Tetranychus cinnabarinus 


M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1: 扩 增 片段 Amplification of cDNA fragment of TcHSP90 gene; 2: 3'RACE Hr E Product of 3' 
RACE amplification; 3; S'RACE HF Ez Product of 5'RACE amplification; 4: 全 长 基因 The full length cDNA of TcHSP90 gene. 


2.2 朱砂 叶 螨 TcHSP90 基因 序列 分 析 

朱砂 时 蚂 TeHSP90 基因 的 核 苷 酸 及 推导 的 氢 
基 酸 序列 见 图 2。TcHSP90 的 全 长 cDNA 为 
2 595 bp, 其 中 5' 妆 非 编码 区 (UTR)177 bp, 3'UTR 
为 249 bp， 包 括 一 个 多 聚 腺 背 酸 信号 序列 
( ATTAAA) 和 ploy A 尾巴 ,开放 阅读 框 (ORF ) 
2 169 bp, WER 722 个 氨基 酸 的 多 肽 ,预测 分 子 
质量 83.45 kDa 及 理论 等 电 点 为 4.81。 采 用 空间 结 
构 预测 软件 Swiss-model 及 模型 查看 软件 Swiss- 


PdbViewer 对 获得 的 朱砂 叶 螨 TeHSP90 的 空间 结构 
进行 了 预测 ,结果 如 图 3, 
2.3 TcHSP90 基因 同 源 性 分 析 

朱砂 叶 螨 TcHSP90 基因 编码 的 氨基 酸 序列 分 
析 后 显示 ，TcHSP90 与 湖 椎 动物 和 无 湖 椎 动物 的 
HSP90 具有 很 高 的 同 源 性 : BE H 80.3596 ， 双 起 
E 78.8396, MH 78. 896 , 将 椎 动物 77.8%。 多 
序列 比 对 结果 显示 ，HSP90 家 族 基 因 高 度 保守 ， 
尤其 是 5 个 其 家 族 签 名 序列 (NKEIFLRELISNT S/A] 
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OG AGG ARCOOG ARACCT TOC TT TTCCAMGE 


Oc Hd IPC DIOE: 
Y E 5L T D P 5 K L D 3 6 x E L Y I K H Y 


TIGATCICCAACTCCTCOGA TGCTC TIGATAAGATTCGAT ATG AATCTC: 












cd 


CTOSTGGTACCARG ATTGTTTTGTTO: "Tt 
E G T K IV FE E 
CGGAT ATCCTA TANK 





S TIGTIGTICAGA MG BGCGAGAA 








AGATGA TG AMG AACUCE 











D S D a ATT ; mac. x ka IK E I e K XX T 3 i F I 208 
G YPIKLVYVOQKEREYKXEYSDDEAED0DEXKEDEEEYKEK 241 








100 
200 


300 
41 

400 
75 

500 
108 
600 
141 
700 
175 
800 








900 





TACA 1000 


EEEKEDDEEPKVEDVEDEDKEDEEKEKKVYTEKYTI 2 


TTGAAGATGAAGAACTTAACCOAACTAMACOCATTICOGATGOTAN 








EDEELINWRIEKPIVERWPDDISOQIEYGEPFYXSILIIN 308 


TGATTGGG ÀAG AC ATC TOGOCG TG AA 





DWEEHLAVEHFSVEGQLEFRALLFYPERAPFDL 


TTOGAAAATAGGAAACAAAAGAATAACH 
F ENRKOQ K E] J 





GAAATGCT TGG AAT TAT TOG AAGAAG 





GAGCTTTACICTTTGTTOCTAMGAGAGCTOCTTTTGACCTT 1200 





341 
DNCEDILIPEYLWNFI 3 
AAGATTTTACAAGTTATTAGAAAGAATTTAGTTAA 1400 

NK ILQVIRXKNLYX 408 
AATICAGCAAGARCATCAAGCTTGGTATTCATGAA 1500 















KCLELFEEVAEDEEATEXFYEAQESKEIKILOINS 441 


GACACTCABAROOG ARAGAAAC 











TATGCTCTCTTAAAGAATATCTATOOO GAATGA 1600 





D TQNRXKLSGDLILYEYYTISASSODENYOCSLYXEEYYSRIE 457 








IGTTGC TOC TIC TGCATTTGT TG AACG TGT TOGAAGOCGTGGTTTTGAGGT 1700 


E NQXK SIYFITSOGESKEOYAASAFYERYRSRGFEY 508 


TG TTT ACATGG TIG AGCCCA TCGATG AAT &CTGTGTTCAACARACTT AJ 





zT ATGATGGT, 








GTIADCAAAGAADG 





TCTIGAACTT 1800 


Y YN VEPIDEYCYVOQOILXEKEYDOKPLYSYIXEGLEL 541 











"ATATICTTGATAAACGAG TCGAG À 1900 


PETEEEXKEREDDREEFETLCXEYVYEXOD LDERVEK ss 


AAGTCACTATTTCTAATOGTCTGGTCACT 





TCTOCGGG ATACATOCACTA TGGGA TACA TGGCTGCT AAA, 





VIISNHNRLYISPCCIVISQIYG 













GICAGCCARCATOGAADGAATCATGAAAGCTICAGGC 2000 
S A NN E R I N K & Q A 608 


TCATTGAAAGTCTCAGAATTAAAGTTGAA 2 100 








LORDISTNGTEAAEENIEINP)NSIIESLRIFVSE 641 


À D K N p X s v K | 

OCTCTOGCATC TATOGCATG ATTARACT 
SRIYRIEIXKLGILG ID 

GG ARGGTG ADGCAG AAG ATGCT TCAOGAA Tox | 

E G D À E D À SR | 

TGGATARTOCTAATTAATCAAACAG TR 

ATCAAATTGTCATAAAA TG TCAROC AOI 


GATTTAG TCATGT TACTCT TOC. 

















图 2 duit TcHSP90 0 基因 的 编码 区 核 关 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 (包括 5 和 : 3' VERI 








TTT TO AA 








人 TCATT 2 200 


LYELLFETALLCSGFRSLEDPORES 5 





TAARCTAGATGAAGCTGARATGOCTCCICT 2 300 


DDEIYIVOGDEVIPAEYEPPL 708 





COCATGAAAGTAGCTTCTCAA 2400 
722, 
2 500 


2 595 





Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of encoding region of TcHSP90 in 


Tetranychus cinnabarinus (including 5' and 3' UTRs) 
明 影 部 分 是 HSP90 家 族 签名 序列 ， 阴 影 加 方 框 部 分 是 C 端 共 识 序 列 MEEVD, 方 框 内 是 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 , 加 尾 信号 用 黑体 表示 。 


Signature sequences of Hsp90 family are shown in shaded parts and C-terminal five amino acids ( MEEVD) is boxed and shaded. Start codon and stop 


codon are boxed. The tailing signals are shown in bold. 


SDALDKIR, LGTIA[ K/R]SGT, IGQFGVGFYSA[ Y/ 
F] LVA[ E/D], IKLYVRRVFI, GVVDS [ E/D ] 
DLPLN[I/V] SRE) 和 C X JE dH JE i] MEEVD 在 
TcHSP90 序列 中 高 度 保守 。 

运用 CLUSTAL X1.83 和 MEGA3. 1 软件 , 采用 
Neighbor-joining 法 构建 进化 树 (图 4) 。 结 果 显 示 植 
物 和 动物 的 HSP90 形成 2 个 独立 的 分 支 , 在 动物 中 


HSP90 中 分 为 硝 椎 动物 和 节肢 动物 , 所 有 的 昆虫 聚 
在 一 起 和 蠕 形成 一 个 姐妹 群 。 系 统 发 育 树 显示 的 关 
系 将 是 传统 分 类 的 很 好 补充 。 
2.4 "TcHSP90 原核 表达 质粒 的 酶 切 鉴定 

对 重组 载体 pET43a-TcHSP90 进行 PCR 和 "m 
TJ, 均 得 到 大 小 为 2 169 bp 的 目的 条 市 (图 5) , 
测序 鉴定 证 明 阅 读 框 正确 。 


N} 
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图 3 朱砂 叶 螨 TeHSP90 空间 结构 预测 结果 
Fig. 3 Prediction of spatial structure of TcHSP90 protein 
a: N 端 结 构 域 N terminal domain; b; C 端 结构 域 C terminal domain. 
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100 NP 005339 
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100 BAA00615 





0.05 
图 4 采用 邻 位 法 构建 的 HSP90 家 族 系统 发 育 树 
Fig. 4 A phylogenetic tree of HSP90 family members 
constructed with the neighbour-Joining method 

GenBank 注册 号 及 生物 种 名 如 下 The GenBank accession numbers and 
species names were as follows; BAD15163: RÆ Antheraea yamamai ; 
BAA00615: WPA žr Arabidopsis thaliana; AAZ17403 ; 烟 粉 乱 Bemisia 
tabaci; BAB41209: Z€ 4€ Bombyx mori; CAJ28987; Hb F X% X ha 
Ceratitis capitata; NP. 571403; 斑马 鱼 Danio rerio; CAI64494 : 萄 地 种 
t Delia antiqua; ABM89112; 落叶 松 毛虫 Dendrolimus superans; NP_ 
523899. Œ jf R bẹ Drosophila melanogaster; NP. 005339: 人 Homo 
sapiens; AAP87284: K Æ Hordeum vulgare; BAEA8742; 小 菜 蛾 
Plutella xylostella; AAB23369: Z&B& Rattus sp.; NP, 999138; 家 猪 Sus 
scrofa; ACF75907 : 朱砂 时 螨 Tetranychus cinnabarinus. 


2.5 重组 蛋白 的 免疫 印迹 分 析 

用 1096 RERIT SDS-PAGE, 考 马 斯 亮 蓝 染 
色 ( 图 6)。 经 IPTG 诱导 后 , 含 pET43-TeHSP90 的 
菌株 表达 出 大 小 约 111.12 kDa 的 特异 性 蛋 日 条 带 ， 
与 理论 大 小 相符 。 表 达 产 物 经 SDS-PAGE RIA, 
再 经 转 膜 、 封 财 、 一 抗 脚 育 、 二 抗 脚 育 、 显 色 后 ， 
Western blotting 结果 表明 在 111. 12 kDa 处 有 一 条 明 
显 的 杂交 市 出 现 ( 图 7)，, 与 目标 蛋 晶 分 子 量 大 小 完 
全 吻合 , 表明 重组 质粒 可 以 在 重组 菌 中 稳定 表达 。 
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图 5 重组 质粒 pET43a-TcHSP90 酶 切 和 PCR 鉴定 结果 
Fig. 5 Restriction map of the recombinant plasmid 
pET43a-TcHSP90 and PCR identification 
1; pET43a-TcHSP90 质粒 Plasmid pET43a-TcHSP90; 2: BamH 1 消化 
pET43a-TcHSP90 的 产物 Plasmid pET43a-TcHSP90 digested by BamH I; 
3: Xho [消化 pET43a-TcHSP90 的 产物 Plasmid pET43a-TcHSP90 digested 
by Xho I; 4: BamH [Xho I 消化 pET43a-TCHSP90 的 产物 Plasmid pET43a- 
TcHSP90 digested by BamH | and Xho |; 5; pET43a-TcHSP90 的 PCR 扩 增 
产物 PCR production amplified by pET43a-TcHSP90; 6; 5 000 bp DNA 分 子 

量 标准 DNA molecular weight marker. 


kDa 


170- 
130 


95- 
12- 


55- 


43- 
34- 


26- 
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图 6 RBS: E XA) SDS-PAGE 分 析 
Fig. 6 SDS-PAGE analysis of pET43a-TcHSP90 
expression in Escherichia coli 
1: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 2: pET43a- 
TcHSP90 未 经 IPTG 诱导 Expression of pET43a-TcHSP90 without IPTG 
induction; 3 -4; pET43a-TcHSP90 经 IPTG 诱导 Expression of pET43a- 
TcHSP90 after induction with IPTG. 下 图 同 The same for Fig. 7. 


koa 1 2 3 4 
170 


130 


95- 
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图 7 融合 蛋白 Western blotting 鉴定 结果 
Fig. 7 Analysis of purified recombinant 
protein by Western blotting 
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本 文 元 隆 了 朱砂 叶 旺 TcHSP90 cDNA 基因 全 
长 。 并 通过 保守 序列 和 特征 , 如 HSP90 家 族 签 名 序 
列 \ 组 氨 酸 激酶 样 (第 35 ~188 位 ) (Cupta，1995 )、 
典型 的 HSP90 结构 和 功能 域 , 分 析 了 HSP90 核 苷 
酸 序列 (Buchner, 1999) , C xg 4 个 氨基 酸 (EEVD) 
是 HSPs 家 族 的 细胞 质 定 位 信号 , 该 肽 段 能 被 HOP 
( HSP70 and HSP90 organizing protein) 的 TPR 结构 
域 所 识别 (Scheufler et al., 2000) ,调节 并 参与 多 分 
子 伴侣 复合 物 的 装配 ,此 外 ，C- 未 端 具有 真 核 细胞 
HSP90 的 共同 特性 MEEVD 序列 。TcHSP90 基因 编 
码 的 氨基 酸 序列 分 析 后 显示 ， 和 其 他 已 知 的 HSP90 
具有 很 高 的 相似 性 , 尤其 是 节肢 动物 的 昆虫 。 基 于 
上 述 序列 比 对 , 结构 比较 及 系统 发 育 分 析 推 测 ， 
TcHSP90 属于 胞 质 HSP90 家 族 。 

构建 的 原核 表达 载体 pET43a-TcHSP90 诱导 表 
达 后 经 SDS-PAGE 分 离 和 Western blotting 证 实 , 能 
够 在 大 肠 杆菌 中 高 效 表 达 出 融合 和 蛋白。 载体 的 插入 
区 后 面具 有 6 个 重复 的 cac, RIA H HI H KIE H 
市 有 His 标签 , 这样 可 以 通过 His 与 固定 化 金属 离 
子 NÉ ' 的 亲 合 力 来 进行 纯化 。Origami (DE3) 菌株 
是 市 有 trxB 和 gor 双 突 变 的 菌株 , 更 有 可 能 促进 二 
硫 键 的 形成 , 使 蛋白 可 溶性 更 好 , 活性 更 高 。 朱 砂 
叶 螨 虫 体 较 小 , 分 离 纯 化 目的 蛋白 存在 一 定 困难 ， 
即使 用 热 激 等 手段 使 HSPs 的 含量 增加 , 但 由 于 同 
一 虫 体内 往往 还 存在 几 种 HSPs， 因 此 通过 体外 表 
达 的 方法 可 以 获得 大 量 的 纯化 蛋白 ,进行 重 晶 功能 
分 析 , 制备 抗体 , 进行 后 续 的 检验 检测 。 

HSPs 尤其 是 HSP90 和 HSP70 在 生物 体 抵抗 高 
温 方面 具有 重要 作用 , 生物 体 耐 热 性 获得 的 速度 与 
HSPs 积累 速率 呈正 相关 ; 耐 热 性 的 下 降 与 HSPs 的 
降解 同步 (Sirensen et al., 2001) 。HSPs 家 族 不 仅 
在 热 应 激 的 条 件 下 对 于 细胞 有 保护 作用 , 在 很 多 外 
源 刺 激 ( 环境 污染 、 农 药 、 重 金属 等 ) 下 , 都 可 以 诱导 
生物 体内 HSPs 的 大 量 合成 与 积累 , 所 以 HSPs C 
为 一 种 有 潜力 的 生物 指示 因子 (Biomarker) ， 用 于 
检测 对 生物 造成 胁迫 的 环境 因子 。HSP70 作为 一 种 
环境 中 不 良 因素 的 指标 已 经 得 到 广泛 的 认可 与 应 用 
( Kohler et al., 1998, 2001; Arts et al., 2004; 
Hallare et al., 2005; Soon et al., 2006) , 与 HSP70 
相 比 ，HSP90 的 研究 较 少 。 和 其 他 的 HSPs 不 同 ， 
HSP90 在 非 应 激 的 细胞 中 的 含量 即 可 达 整 个 胞 质 重 


日 的 1% ~2% ,近年 来 的 研究 显示 HSP90 具有 广 
泛 的 生理 功能 (Mayer and Bukau, 1999; Fliss et al., 
2000; Pearl and Prodromou，2000 ) 。 作 者 相关 的 人 研 
究 结 果 显 示 , 朱砂 叶 螨 TeHSP90 对 外 界 环境 如 阿 维 
落 素 、 高 温和 低温 刺激 的 啊 应 较为 敏感 ， 表明 
HSP90 也 具备 作为 生物 指示 物 的 潜力 ， 可 以 和 
HSP70 同时 使 用 ,更 准确 地 反映 环境 对 生物 的 


影 啊 。 
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